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В ПОПУЛЯЦИЯХ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА
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Разработана молекулярно-генетическая тест-система для определения мутации дефицита адгезии
лейкоцитов крупного рогатого скота (BLAD) с использованием ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) и
апробации на маточном поголовье в племенных хозяйствах Костромской области. Материалом для
исследования служили образцы биологического материала (кровь) крупного рогатого скота ко-
стромской, ярославской, черно-пестрой и голштинской пород в хозяйствах Костромской области.
Общее количество образцов 430. Установлено, что в племенных хозяйствах по разведению костром-
ской и ярославской пород мутации BLAD не выявлено. Однако в 192 пробах крови черно-пестрой
породы, “улучшенной” голштинской породой, обнаружены семь коров-носителей этой моноген-
ной рецессивной аномалии. Таким образом, усовершенствованная тест-система диагностики
BLAD-мутации позволяет своевременно выявлять и регистрировать животных-носителей, что спо-
собствует элиминации нежелательных аллелей и оздоровлению популяций крупного рогатого скота.
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В ХХ столетии интенсивное использование
мирового породного генофонда и биотехнологий
репродукции (искусственное осеменение, транс-
плантация эмбрионов, клонирование) позволило
значительно повысить генетический потенциал
продуктивности животных за счет получения
потомства производителей – лидеров породы.
Вместе с тем в поголовье все чаще проявляются
признаки генетической эрозии – накопления
груза вредных рецессивных мутаций [1–5].

Одной из ее форм является иммиграционный
груз (immigration load), когда за счет притока ге-
нов из других популяций или пород происходит
насыщение улучшаемой породы как положитель-
ными в селекционном отношении генами, так и му-
тациями, отрицательно сказывающимися на здоро-
вье и продуктивности животных. Наследственные
заболевания имеют разную степень распростра-
ненности в стадах крупного рогатого скота в разных
странах мира, но только целенаправленная работа
по выявлению и выбраковке носителей мутацион-
ных генов позволяет эффективно бороться с их
дальнейшим распространением [6–10].

Массовое использование быков-производите-
лей голштинской породы для “улучшения” популя-
ций отечественного черно-пестрого скота внесли в
генофонд отечественных пород рецессивные му-
тации, обусловливающие, в том числе, дефицит
адгезии лейкоцитов (Bovine Leukocyte Adhesion
Deficiency – BLАD). По сведениям Р.Р. Шайдулли-
на, Т.Х. Фаизова и А.С. Ганиева, все носители дан-
ной мутации являются потомками голштинского
быка К. Айвенго Белла 1667366 (линия Монтвик
Чифтейн 95679), сперму которого активно ис-
пользовали для осеменения коров в 50–60-х гг.
прошлого века [11].

Молекулярная основа BLAD представляет со-
бой точечную aмутацию (A→G) в нуклеотиде 383.
Мутация нарушает нормальную функцию ней-
трофилов, дефектные нейтрофилы теряют способ-
ность мигрировать через эпителий капилляров и
субэпителиальные мембраны. Ген BLAD является
“шлейфом” высокой молочности. У особей, гомо-
зиготных по рецессивному аллелю, резко снижа-
ется устойчивость к бактериальным и вирусным
инфекциям, замедляется рост. Большинство те-
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лят погибает в возрасте 3–7 мес. от кишечных и
легочных инфекций [12–14].

Разработка и реализация национальных про-
грамм против распространения BLAD-синдрома
привели к тому, что частота рецессивного аллеля
гена CD18 в последнее время значительно снизи-
лась. Однако без систематического мониторинга
популяций черно-пестрого скота и других пород с
прилитием крови крупного рогатого скота голш-
тинской породы частота встречаемости данной
мутации может вновь возрасти. Поэтому разра-
ботка новых, более совершенных, тест-систем
методом ПЦР для выявления носителей BLAD
по-прежнему актуальна.

Цель работы – разработка быстрой и чувстви-
тельной тест-системы для выявления наследствен-
ного дефекта BLAD с детекцией в режиме real-time
и выявление с ее помощью распространения
скрытых носителей в популяциях молочного ско-
та Костромской области.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования служили образ-

цы крови крупного рогатого скота костромской,
ярославской, черно-пестрой пород. Всего было
отобрано 430 проб. Для выделения ДНК из био-
образцов использовались реактивы из комплекта
“ПРОБА-ГС-ГЕНЕТИКА” (производитель ООО
“НПО ДНК-Технология”): лизирующий рас-

твор, сорбент, промывочные растворы № 1, 2, 3 и
элюирующий раствор.

Тест-система предназначена для проведения
исследований по идентификации однонуклео-
тидной замены (A→G) в позиции 383 гена CD18,
ассоциированной с дефицитом адгезии лимфо-
цитов у крупного рогатого скота (BLAD).

Определение генотипа основано на проведе-
нии полимеразной цепной реакции (ПЦР) с прай-
мерами, общими для “дикого” и “мутантного” ва-
риантов нуклеотидной последовательности:
BLAD-d 5'-TGGCAGGTCAGGCAGTTGCGTT-3',
BLAD-r 5'-CGACTCGGTGATGCCATTGAGG-3'.

После завершения температурной программы
ПЦР флуоресцентные зонды гибридизуются на
полученную матрицу путем понижения темпера-
туры реакционной смеси. Для определения вари-
анта последовательности используется два типа
олигонуклеотидов, гибридизующихся на матрицу.
Первый тип олигонуклеотидов помечен флуоро-
фором, второй – гасителем флуоресценции.

Для генотипирования используются два си-
квенс-специфичных олигонуклеотида, несущих
различные флуорофоры (FAM – предковый ал-
лель, VIC – мутантный аллель):

BLAD-pf 5'-CCCCATCGACCTGTACT-(FAM),
BLAD-pv 5'-CCCCATCGGCCTGTACT-(VIC)

и один олигонуклеотид с гасителем флуоресцен-
ции, общий для обоих аллелей:

BLAD-pq (BHQ)-ACCTGATGGACCTCTCCTACTC-(P),

а также минеральное масло, защищающее реак-
ционную смесь от испарения в ходе ПЦР.

Определение генотипа проводилось путем из-
мерения уровня флуоресценции в ходе темпера-
турной денатурации дуплексов олигонуклеотидов
и полученных матриц. Результаты ПЦР регистри-
ровались в режиме реального времени. Если ана-
лизируемый образец содержит только один вари-
ант нуклеотидной последовательности гена, т.е.
гомозиготен по данному полиморфизму, темпе-
ратура плавления для зонда, образующего совер-
шенный (полностью комплементарный) дуплекс,
существенно выше, нежели для зонда, образую-
щего несовершенный (частично некомплемен-
тарный) дуплекс. При анализе гетерозиготного
образца, содержащего оба варианта нуклеотид-
ной последовательности, оба варианта зондов об-
разуют совершенный дуплекс, поэтому темпера-
туры их плавления практически одинаковы. В ре-
акции используется фермент Taq-полимераза в
количестве 2.5 единицы активности на реакцию.
Для предотвращения испарения амплификаци-
онной смеси на водную фазу реакции наслаивает-
ся 20 мкл минерального масла.

Тест-система адаптирована к использованию с
амплификаторами ДТ-48 (ЗАО “НПФ ДНК-Тех-
нология”, Россия). Время проведения анализа
составляет 80 мин (табл. 1).

Регистрация результатов ПЦР проводится
программным обеспечением для детектирующего
амплификатора ДТ-48 автоматически.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Известен способ одновременного определе-
ния синдрома недостаточной адгезии лейкоцитов
(BLAD) и комплексного порока позвоночника
(CVM) у крупного рогатого скота методом поли-
меразной цепной реакции в реальном времени
[15–18]. Недостатком данного способа является
то, что для детекции результатов ПЦР и проведе-
ния генотипирования используют анализ кинети-
ческих кривых ПЦР с определением порогового
(threshold) цикла. Надeжность анализа зависит в
данном случае от нескольких параметров: качества
очистки образца ДНК, эффективности фермента
Taq-полимеразы, оптических характеристик ам-
плификатора. Варьирование этих параметров
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повышает вероятность ошибки и ограничивает
возможность автоматизированного определения
генотипа.

Принцип действия: определение генотипа ос-
новано на проведении полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) с праймерами, общими для “дикого”
и “мутантного” вариантов нуклеотидной после-
довательности:

BLAD-d 5'-TGGCAGGTCAGGCAGTTGCGTT-3',
BLAD-r 5'-CGACTCGGTGATGCCATTGAGG-3'.

После завершения температурной программы
ПЦР флуоресцентные зонды гибридизуются на
полученную матрицу путем понижения темпера-
туры реакционной смеси. Для определения вари-
анта последовательности используются три типа
олигонуклеотидов, гибридизующихся на матрицу:

BLAD-pf 5'-CCCCATCGACCTGTACT-(FAM),
BLAD-pv 5'-CCCCATCGGCCTGTACT-(VIC),

BLAD-pq (BHQ)-ACCTGATGGACCTCTCCTACTC-(P).

Первый тип олигонуклеотидов мечен флуоро-
фором, второй – гасителем флуоресценции.

Для генотипирования используется один об-
щий олигонуклеотид с гасителем флуоресценции
(зонд BLAD-pq) и два сиквенс-специфичных
олигонуклеотида, несущих различные флуорофо-
ры: BLAD-pf и BLAD-pv (FAM маркирует предко-
вый аллель, VIC – мутантный аллель). Определение
генотипа проводится путем измерения уровня флу-
оресценции в ходе температурной денатурации
дуплексов олигонуклеотидов и полученных мат-
риц. Результаты регистрируются в режиме реаль-
ного времени.

Если анализируемый образец содержит только
один вариант нуклеотидной последовательности
гена, т.е. гомозиготен по данному полиморфизму,
температура плавления для зонда, образующего со-

вершенный (полностью комплементарный) дуп-
лекс, существенно выше, нежели для зонда, обра-
зующего несовершенный (частично некомпле-
ментарный) дуплекс (рис. 1).

При анализе гетерозиготного образца, содержа-
щего оба варианта нуклеотидной последовательно-
сти, оба варианта зондов образуют совершенный
дуплекс, поэтому температуры их плавления не-
одинаковы (рис. 2).

Разные кривые плавления дают возможность
четко разделять образцы на основе их форм. Спе-
цифичность тест-системы оценивали биоинфор-
мационным методом, сравнивая последователь-
ность разработанных праймеров против базы
данных геномных последовательностей GenBank
и проверяя их на температурную стабильность и
температуру отжига с помощью программного

Таблица 1. Программа амплификации для детектирующего амплификатора ДТ-48 (ООО “НПО ДНК-Техноло-
гия”)

№ этапа Температура, 
°С

Продолжительность, 
мин

Режим 
оптического 
измерения

Число
циклов

Тип
блока

1 80.0
94.0

02:00
05:00

1 Цикл

2 94.0
67.0

00:30
00:15

V 5 Цикл

3 94.0
67.0

00:05
00:15

V 45 Цикл

4 94.0 00:05 1 Цикл

5 25.0 00:30 1 Цикл

6 25.0 00:15 V 50 Плавление

7 10.0 Хранение Хранение
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обеспечения Oligo 6.0. По результатам проверки
ни один из праймеров не обладал достаточной
степенью гомологии с геномом человека для того
чтобы привести к синтезу неспецифической ми-
шени на расчeтной температуре отжига. Чувстви-
тельность тест-системы оценивали методом се-
рийных разведений – она составляет 50 копий ДНК
на реакцию. Тест-система демонстрирует стабиль-
ную воспроизводимость результатов при анализе
количества копий ДНК, превышающего порог
чувствительности тест-системы.

Разработанную тест-систему для диагностики
дефицита лейкоцитарной адгезии (BLAD) апро-
бировали в племенных стадах Костромской обла-
сти по разведению костромской, ярославской и
черно-пестрой, “улучшенной” голштинской по-
родой. В качестве отрицательного контроля взята

костромская порода крупного рогатого скота, у
которой отсутствует эта рецессивная мутация. В
табл. 2 приведены результаты лабораторных ис-
следований.

Из данных таблицы следует, что в племенных
хозяйствах по разведению отечественных ко-
стромской и ярославской пород BLAD-мутации
не выявлено. Однако из 192 проб крови черно-
пестрой породы, “улучшенной” голштинской по-
родой, выявлено 3.6% животных-носителей этой
аномалии, что превышает среднюю частоту
встречаемости BLAD-мутации в отечественных
популяциях, которая составляет 2.17% (по дан-
ным Л.К. Эрнста) [19, 20].

Таким образом, разработанная тест-система
BLAD-мутации позволяет своевременно выяв-

Рис. 1. Кривые плавления ДНК-дуплексов гомозиготного образца, полученные с помощью детектирующего ампли-
фикатора ДТ-48 (ООО “НПФ ДНК-Технология”). а – канал FAM, б – канал HEX.
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лять и регистрировать животных-носителей, что
способствует элиминации нежелательных алле-
лей и оздоровлению популяций крупного рогато-
го скота.

Авторы выражают глубокую признательность
ФГБУ “ГНЦ Институт иммунологии” ФМБА
России за методическую поддержку и помощь в
разработке тест-системы.

Рис. 2. Кривые плавления ДНК-дуплексов гетерозиготного образца, полученные с помощью детектирующего ампли-
фикатора ДТ-48 (ООО “НПФ ДНК-Технология”). а – канал FAM, б – канал HEX.
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Таблица 2. Результаты исследования крупного рогатого скота различных пород на присутствие BLAD-мутации

Порода
Не носители

TL
Носители

BL
Носитель

в гомозиготном 
состояниичисло % число %

Костромская 98 100 – – –
Ярославская 96 100 – – –
Голштинская 50 100 – – –
Черно-пестрая “улучшенная” голштинами 185 96.4 7 3.6 –
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Исследования проведены при финансовой
поддержке Министерства сельского хозяйства
Российской Федерации в рамках государственно-
го задания, регистрационный номер проекта
АААА-А19-119092690091-7.
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The Test System for BLAD Mutation Diagnosis in Cattle Populations
K. D. Sabetovaa, I. Yu. Podrechnevaa, *, S. G. Belokurova, P. O. Schiogoleva, and I. A. Kofiadib, **

aKostroma State Agricultural Academy, Kostromskaya oblast, Karavaevo, 156530 Russia
bInstitute of Immunology of the Federal Medical and Biological Agency of Russia, Moscow, 115478 Russia

*е-mail: irina-podrechneva017@rambler.ru
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The goal of this work was to develop the molecular genetic test system for determining the BLAD mutation
using real-time PCR and to test a pedigree cattle in breeding farms of Kostroma region. The materials for the
study were samples of biological material (blood) of cattle of Kostroma breed, Yaroslavl breed, Black-and-
white breed and Holstein breed in farms of the Kostroma region. The total number of samples is 430. It was
discovered that no BLAD mutation was detected in breeding farms of Kostroma breed and Yaroslavl breed.
However, 7 carriers of this monogenic recessive anomaly were found in 192 blood samples of the Holstenized
black-and-white breed. So, the improved BLAD mutation test system allows to detect and to register carrier
animals timely what promotes to elimination of undesirable alleles and invigoration of cattle populations.

Keywords: cattle, gene, mutation, blood leukocyte adhesion deficiency, test system, PCR RT.
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